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本文で用いた主な略語表
BCIP；5－brom0－4－Chlor0－3，indolylphosphate disodiumsalt
BSA；bovine serum albumin
CoA；COenZyme A
cDNA；COmPlementary DNA
DAB；3，3l－diaminobenzidine
DEHP；di（2－ethylhexyl）phtalic acid
HM；heavymitochondrialfraction
HRP；horse－radish peroxidase
IPTG；isopropyl－β－D－thiogalactopyranoside
LB；Luria－Bertani
LM；light mitochondrialfraction
mRNA；meSSenger RNA
Ms；microsomalfraction
NBT；nitro blue tetrazolium
N；nuClear fraction
ORF；OPen reading flame
PBS；Phosphatebuffered－Saline
S；CytOSOlic fraction
sDS－PAGE；SOdium dodecylsulfate－POlyacrylamidegelelectrophoresis
x一gal；5－brom0－4－Chlor0－3－indolyl－β－D一galactoside
抗ECI抗体；rabbitimTnunOglobulinsagainst△3，△2－enOyl－CoAisomerase
第1章　緒言
不飽和脂肪酸は、自然界に広く存在し、生体内では例えば細胞膜を構成
して、細胞膜の流動性1）の維持に働いている。また、膜から放出された不飽和
脂肪酸は、プロスタグランディン、トロンボキサン、ロイコトリエンなどの局
所ホルモンに変換され生理的役割を果たしている2）。さらに、アシルCoA合成
酵素によって活性化された不飽和脂肪酸CoAエステルは一部リン脂質などへ変
換されるが、残りはβ酸化によって代謝されエネルギー源となる3・4，33）。
不飽和脂肪酸のβ酸化には、飽和月旨肪酸のβ酸化系酵素の4種の反応4）
（アシルCoAデヒドロゲナーゼ、エノイルCoAヒドラクーゼ、3－ヒドロキシア
シルCoAデヒドロゲナーゼ、3－ケトアシルCoAチオラーゼ）に加えて3種の酵
素活性（2，4JジエノイルCoAレダククーゼ5－15）、3－ヒドロキシアシルCoAエビ
メラーゼ16－21）、△3，△2－エノイルーCoAィ．ソメラーゼ22－32））を必要とする。
近年、ラットの肝臓のベルオキシゾームにもミトコンドリア同様にβ酸
化系酵素群が存在していることが発見された39）。飽和脂肪酸のβ酸化では、
ミトコンドリアとベルオキシゾームに局在する酵素は遺伝子レベルで異なって
おり4，34－37）、ミトコンドリア系がシアン感受性であるのに対し、ベルオキシ
ゾーム系は電子伝達系と共役していないためにシアン感受性を持たないこと4）、
またベルオキシゾーム系はカルニチン非依存的4）であることなどが解明されて
きた。これらのベルオキシゾームに存在する飽和脂肪酸のβ酸化系酵素は、ベ
ルオキシゾーム増殖剤（以下PPsと略す）によりミトコンドリアに局在してい
る諸酵素よりも顕著に誘導を受ける33，58，39）。
また、高月旨血症改善薬でPPsの一つであるクロフイブレートは、種々の
酵素活性を増加させ4ト45）、さらに、化学発癌の過程でプロモーターとして作
用すること46－49）が報告されている。PPsによる酵素誘導機構としては細胞質
中に存在するストレスたんばく質との結合50）によることやステロイドホルモ
ンスーパーファミリー受容体との相互作用51）によることが報告されている。
△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼは、3位の二重結合を2位に異性化
－1一
する反応を触媒22，23）し、2，4－ジエノイルCoAレダククーゼ5，6，8，12，13）と連動
してそのβ酸化を進行させるが、その性状などについては不詳の点が多く残さ
れており、その解明が急務とされていた。
著者はまず、クロフイブレートを投与したラットの肝臓より△3，△2－エ
ノイルーCoAイソメラーゼを精製し酵素学的および免疫化学的手法を用いて、
ラットの肝臓中の本酵素の性状を解析した（第2章）。その結果、本酵素がラ
ットの肝臓のミトコンドリアとベルオキシゾームの両方に局在しており、ミト
コンドリアとベルオキシゾームにそれぞれ局在するたんばく質が免疫化学的に
交差すること、クロフイブレートの投与によりミトコンドリアに局在する酵素
が顕著に誘導されることが判明した。そこで、△3，△2－エノイルーCoAイソメ
ラーゼに対する抗体を用いてラットの肝臓中の△3，△2－エノイルーCoAイソメ
ラーゼのCDNAクローニングを行った（第3章）。クローニングされたcDNA
から、△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼは、N末のリーダー配列中にミト
コンドリアの標的配列を持つ前駆体として合成されることが示された。また、
そのmRNAは、ラットの心臓、肝臓、腎臓および牌臓で検出され、クロフイブ
レートの投与により肝臓および腎臓において顕著に増加することを確認した。
っぎに、ノ月γ山0で△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼ前駆体を合成しラッ
トの肝臓のミトコンドリアへのノ月γのTO移行実験を行った（第4章）。その結
果、△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼ前駆体は、段階的なプロテオリティ
ックな過程を経てラットの肝臓のミトコンドリア内へ移行することが観察され
た。また、移行にはミトコンドリア外膜に存在するたんばく質性の因子が重要
な役割を果たしていることが判明した。さらに、クロフイブレートの投与によ
り、前駆体のミトコンドリアへの移行を促進する細胞質中の因子が増加するこ
とが推察された。次葺以降にその詳細を記述する。
－2－
第2章　ラット肝臓中のミトコンドリア画分とベ
ルオキシゾーム画分における△3，△2－エノイルCoA
イソメラーゼの検出
第1節　序論
不飽和脂肪酸は、飽和脂肪酸と同様にほ乳動物細胞ではミトコンドリ
アとベルオキシゾームで分解される4，59，60）。通常cf∫二重結合を持つ不飽
和脂肪酸はβ酸化によってアセチルCoAにまで分解される。ベルオキシゾー
ムにおけるβ酸化系の発見を契機として、不飽和脂肪酸代謝に関与する2，4－
ジエノイルCoAレダククーゼ（EC．1．3．1．34）5，7，52－56）、3－ヒドロキシア
シルCoAエビメラーゼ（EC．5．1．2．3）16）およびA3，△2－エノイルCoAイソ
メラーゼ（EC．5．3．3．8）22－24）の細胞内局在性について興味が持たれるよう
になった。
ラットの肝臓を例にとると、図1に示すとおり、不飽和脂肪酸のβ酸
化には2つの独立した系が存在している。第一の経路は、3－ヒドロキシアシ
ルCoAエビメラーゼ活性を必要とする経路である（図1経路A）。△2－Cfg－
エノイルCoAエステル体（h）は、エノイルCoAヒドラクーゼ
（：EC．4．2．1．17）（4）によりD－3－ヒドロキシアシルCoA体（i）に変換され
る。このものは、3－ヒドロキシアシルCoAエビメラーゼ（三十　4）により、
し3－ヒドロキシアシルCoA体（k）へ変換される。最近、この3－ヒドロキシ
アシルCoAエビメラーゼが、ラットの肝臓から精製され、D－3－ヒドロキシア
シルCoAデヒドラクーゼ（Z）と2－エノイルCoAヒドラクーゼ（4）の混在活
性であること20，21）や、これがベルオキシゾームに局在していること19）が明
らかにされた。従って、この3－ヒドロキシアシルCoAエビメラーゼ系は、ベ
ルオキシゾームで機能していると考えられている。
第二の経路は、NADPH依存性2，4－ジエノイルCoAレダククーゼを必
要とする経路である（図1経路B）。△4－C山一エノイルCoAエステル体（d）
は、ミトコンドリアにおいてはアシルCoAデヒドロゲナーゼ（1）により、
またベルオキシゾームにおいては、アシルCoAオキシダーゼ（L）によって
－3－
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図1　不飽和脂肪酸のβ酸化
COSCoA
（り
COSCoA
（m）
COSCoA
のaeyl－CoAoxidase（peroxisome），Ojaeyl－CoAdehydrogenase（mitochondria），G）2，4－dienoyl－CoAreduetase，Ci）
△3，△2－enOyトCoAisomerase．性＿わnoyl－CoAhydrata5e，任）3－hydroxyacy主CoAdehydrogenase，但）3－ketoacylr
CoAthiolase，（刀Dr3－hydroxyacyl－CoAdehydratase，（三十4＋皇）peroxisomalbifunetiorlalprotein，拉＋Z）D－3，
hydroxyacyl－CoAepimerase，（a）1inoleyl－CoA，（b）△1－Cr∫－△bcis－d）血＝adienoyトCoA．（e）△2－lI・LZnS－△6－Cis－dod：ea－
dienoyLCoA，（d）△4－CTS－d：eenOyl－CoA，（e）△2－lrans－△ヰTCjs－d：eadienoylTCoA，（f）（Lゝ3－hydroxy－△4－CTS止eenoyl－
CoA，（g）3－keto－△4－Cisdeenoyl－CoA，（11）A2LCis－OCtel10〉事CoA，（i）P）－3，hydr呵・OCtanOyl－CoA，O）△2－lTaDST
OetenOylLCoA，Q）（L）－3－hydroxyoctanoyl－CoA，（l）△3－tTaI7S－decenoy主CoA，（m）△2－lI－aI7S－decenoyl－CoA，（n）（L）一
3－hydroxy－deeanoyl－CoA，（0）3－ketoCkeaJlOyトCoA，（p）oetanoyl－CoA
14－
対応する△2－け8月S－A4－Clg－ジエノイルCoAエステル体（e）に変換される。
これは、2，4－ジエノイルCoAレダククーゼ（呈）により対応する△3－けa刀ぎーエ
ノイルCoAエステル体（D　に変換される。この2，4－ジエノイルCoAレダク
クーゼ活性は、ミトコンドリアとベルオキシゾームに局在している53，56）。
生じたA3－llanS－エノイルCoAエステル体（l）は、A3，A2－エノイルCoAイ
ソメラーゼ（呈）により対応する△2－けa月∫一エノイルCoAエステル体（m）に
変換され、通常のβ酸化経路に導入される。また、△3－CわーエノイルCoAエス
テル体（b）も、△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼ（呈）により対応する
△2－けa月∫－エノイルCoAエステル体（C）に変換される。
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図2　A3ノA2－エノイルCoAイソメラーゼの反応
－5－
以上、△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼ活性は、△一Cねまたは△3－
lTaI7S一エノイルCoAエステル体をその対応する△2－lTanS－エノイルCoAエス
テル体に変換するために図1のAとBの両経路に必要とされる。すなわち、
偶数位に二重結合を持つ不飽和脂肪酸のβ酸化において△ニーfra月∫－△4－Cわージ
エノイルCoAエステル体は、2，4－ジエノイルCoAレダククーゼによってA3－
lraDS－エノイルCoAエステル体となり、ついで、A3，A2－エノイルCoAイソ
メラーゼによって△2－山刀∫一二ノイルCoAエステル体に変換される（図2A）。
一方、奇数位に二重結合を持つ不飽和脂肪酸のβ酸化の場合には、△3，△2－エ
ノイルCoAイソメラーゼは、常にA3－CIs－エノイルCoAエステル体をA2－
J′a刀∫一エノイルCoAエステル体に変換する（図2B）。
著者の所属する研究室における不飽和脂肪酸代謝酵素の研究により、
今までに大腸菌、牛およびラットの肝臓より2，4－ジエノイルCoAレダククー
ゼが精製され、その物理化学的性質や生化学的性質が明らか8，52－55）にされ
ている。また、免疫組織化学的手法によりラットの肝臓において2，4－ジエノ
イルCoAレダククーゼがミトコンドリアだけではなくベルオキシゾームにも
存在することが明らかにされた56）。△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼは、
ラットの肝臓のミトコンドリア顆粒画分24）や豚の肝臓25）から精製されてお
り、SDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（以下SDS－PAGEと略す）では
分子量30kであり、ゲルろ過法では分子量は60kと推定されたため、△3，△2－
エノイルCoAイソメラーゼは同一サブユニットが2つ会合したダイマー24）と
されている。また、ラットの肝臓中のベルオキシゾーム画分における2，4－ジ
エノイルCoAレダククーゼ活性の報告に加え26）、最近ラットの肝臓中のベ
ルオキシゾーム画分に△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼ活性の存在30）が報
告されたことより、図1のB経路はミトコンドリアおよびベルオキシゾーム
の両方に存在すると考えられている。
第2節　△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼの精製と性質
予備実験よりクロフイブレートをラットに投与すると、肝臓中の
△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼ活性を上昇させることが明らかとなった。
－6－
そのため、0．3％（W／W）クロフイブレート含有飼料を3週間投与したWistar
系雄性ラットの肝臓を△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼ酵素精製の出発材
料とした。精製はStoffclとGrolによる　方法24）に若干の改良を加えた方法
を用いた。精製した酵素は還元条件下のSDS－PAGE－クマシーブルー染色に
より分子量約30kの単一バンドを与えた（：図3　レーン2）。また、Sephacryl
S－2OOを用いたゲルろ過法では分子量約60kでありStoffelとGrolの報告24）
の値と一致した。さらに種々の基質による△3，△2－エノイルCoAイソメラー
ゼ活性を測定し、本酵素がcl∫体とけ8月∫体を基質にすることを確認した（表I）。
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第3節　家兎抗ラット△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼ抗体の作
製とその特異性
ラットの肝臓から精製した△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼを常法に
従って家兎に頻回免疫し抗血清を得た0これを50％飽和硫安塩折により粗精
製し抗△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼ抗体（以下抗ECI抗体と略す）と
した。得られた抗ECI抗体は濃度依存的に精製酵素のA3，△2－エノイルCoA
イソメラーゼ活性を阻害し、酵素の50倍（W′W）以上の抗体を添加した場合、
その活性を完全に阻害した（図4）。抗ECI抗体を用いたイムノブロット解
析を行った結果、精製酵素と反応することを確認した（瀾5レーン4）。分
子量約30k以下に認められるバンドは、分解物と考えられた。ついでクロフ
イブレートによる誘導をイムノブロット解析により検討した。標準飼料に
0・3％（W／W）含有させ、Wistar系雄性ラットに3週間投与したのち得られる
肝臓のホモジネートのポスト核画分（800×g，10分間遠心上清）および対
照ラットの試料からいずれも分子量約30kの位置に単一バンドが検出され、
一8－
抗体が高い特異性を持つことが判明した。また、クロフイブレートの投与に
より本酵素が誘導される（図5レーン2）ことが判明した。
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図4　抗ECl抗体による免疫滴定
精製したラットの△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼの酵素活性測定系に
抗ECI抗体を添加した（●．）または、対照家兎の抗血清を添加した（○）
k、　1
97．4
66．2
45．0
31．0
21．5
14．4・
図5　抗ECl抗体を用いたイムノプロ
ット解析
ラットの肝臓20％ホモジネート（0・25M　ス
クロース，1mM EDTA）のポスト核画分を
試料とし、SDS－PAGEサンプル緩衝液
（31mM Trjs－HCl（pH6．8），1・25％　SDS，
2．5％　2－メルカプトエタノール，5％　グリセロ
ール）を用いて可溶化し、SDS－PAGE後に
ニトロセルロース膜に転写し、抗ECI抗体を
用いて免疫染色を行った。レ
マーカー（：図3と同じ）、レーン クロフ
ィプレート投与、レーン3；対照、レーン4；
クロフイブレートを投与したラットの肝臓か
ら精製した△3，△2－エノイルCoAイソメラー
ゼハ
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第4節　△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼのラットの肝臓の細胞内
における局在性とその誘導
A3，△2－エノイルCoAイソメラーゼのラットの肝臓の細胞内における局在
性とクロフイブレートの投与による酵素の誘導を調べる目的で細胞分画を行っ
たO分別遠心は、deDuveらの方法61）に準じて行い、核画分（N）、重ミトコ
ンドリア画分（HM）、軽ミトコンドリア画分（LM）、ミクロソーム画分
（Ms）とサイトゾル（S）の5画分に分画したo A3，A2－エノイルCoAイソメラ
ーゼ活性の測定27）は、△3－′ra刀∫－デセノイルCoAを基質に用い、過剰のクロト
ナーゼおよび3－ヒドロキシアシルCoAデヒドロゲナーゼの存在下にβ－NADH
の生成を340nmの吸光度の増加により測定した。また、測定試料中のNADHデ
ヒドロゲナーゼの影響を除くために、あらかじめ試料を60℃で5分間熱処理し
たものを用いた。
図6には、対照ラットおよびクロフイブレートを投与したラットの肝臓
の細胞における各分画中の活性分布を示した。縦軸には、それぞれミトコンド
リアの指標酵素であるチトクロームCオキシダーゼ62）、ベルオキシゾームの指
標酵素であるカタラーゼ（EC・1・11・1・6）63）および△3，△2－エノイルCoAイソ
メラーゼの各酵素の比活性（〟mOle・min・1・mg－1）を示し、横軸には、たんば
く質量の比（％）を示した0すなわち、各カラム面積は各酵素の各画分におけ
る総活性を表す0対照ラットの肝臓におけるチトクロームCオキシダーゼ活性
の全回収率中、重ミトコンドリア画分に約67％、軽ミトコンドリア画分に約
3％が回収された。また、全力タラーゼ活性のうち、約23％か重ミトコンドリ
ア画分に、約13％が軽ミトコンドリア画分に、約43％が可溶性画分に回収され
た0このときA3，A2－エノイルCoAイソメラーゼ活性は、重ミトコンドリア画
分に約49％、軽ミトコンドリア画分に約1％、核画分に約40％、ミクロソーム
画分に約1％、可溶性画分に約9％が回収された。
また、クロフイブレートを投与したラットの肝臓におけるチトクローム
Cオキシダーゼ活性は、重ミトコンドリア画分に約74％、軽ミトコンドリア画
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図6ラットの肝臓の細胞分画
クロフイブレートを投与（：□）および対照（［∃）ラットの肝臓のホモジネートを血
Duveらの方法61）に準じ分別遠心して細胞分画を行った。A；チトクロームCオキシダーゼ，
B：カタラーゼ，C：△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼ。△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼ
活性は、△3－fra月∫－デセノイルCoA（3帥M）を基質として測定した。a；核，b；重ミトコン
ドリア，C；軽ミトコンドリア，d；ミクロソーム，e；細胞質
分に約7％が回収された。また、全力タラーゼ活性のうち約31％が重ミトコン
ドリア画分に約25％が軽ミトコンドリア画分に約36％が可溶性画分に回収され
た。このとき△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼ活性は、重ミトコンドリア画
分に約76％、軽ミトコンドリア画分に約6％、核画分に約13％、ミクロソーム
画分に約0．6％可溶性画分に約4％が回収された。クロフイブレートの投与によ
り軽ミトコンドリア画分におけるカタラーゼの比活性が約2倍に上昇したこと
から、明らかにベルオキシゾームの増殖が起こっていることを示唆した。また、
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可溶性画分に大量のカタラーゼが漏出していることが示唆されたが、これは肝
臓をホモジナイズする際に機械的にベルオキシゾームが破壊され、可溶性画分
にカタラーゼが漏出したためである64）と考えられた。△3，△2－エノイルCoAイ
ソメラーゼ活性の分画パターンは、カタラーゼ活性の分画パターンよりもミト
コンドリアの指標酵素であるチトクロームCオキシダーゼ活性の分画パターン
に類似していた。また、△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼが主としてミトコ
ンドリアにプールされている26）ことが確認され、その活性は、クロフイブレ
ートの投与により重ミトコンドリア画分で対照群の約8倍に上昇することが確
認された。
そこでクロフイブレートの投与による△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼ
の誘導がミトコンドリアとベルオキシゾームのいずれに起因するかを検討する
ため、ポスト核画分と軽ミトコンドリア画分を密度遠心勾配法により再分画し
た（図7）0分画操作は、OsumiとHashimotoの方法64）に準じ、23．2、37．4、
45・8、53・9（：W／W）％の不連続なショ糖勾配を作製後、23，000rpm雄5，000
×g）で2時間遠心を行い、得られた画分についてそれぞれ酵素活性を測定し
た。縦軸には遠心チューブの底から1・5mlずつ分取した画分数を示し、横軸に
は各画分の全回収活性に対する割合（％）を示した。カタラーゼ活性測定の結
果から、第2、3画分がベルオキシゾームに富んだ画分であり（以下ベルオキ
シゾーム画分と呼ぶ）、チトクロームCオキシダーゼ活性測定の結果から、第7、
8画分がミトコンドリアに富んだ画分（以下ミトコンドリア画分と呼ぶ）であ
ると考えられる。ポスト核画分の再分画において、可溶性画分へのカタラーゼ
の漏出が認められた。しかし、可溶性画分へのカタラーゼ活性の漏出に比べ
△3，A2－エノイルCoAイソメラーゼ活性の漏出は明らかに少なかった。ポスト
核画分の再分画における対照ラットとクロフイブレートを投与したラットにお
いて、A3，△2－エノイルCoAイソメラーゼ活性の分布は、チトクロームCオキシ
ダーゼ活性の分布と同様なパターンを示した。すなわち、ラットの肝蔵におい
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図7　不連続ショ糖密度遠心勾配法による再分画
図6で示した分別遠心法で得られた軽ミトコンドリア（AJとポスト核（重ミトコンドリア，
軽ミトコンドリア，ミクロソームとサイトゾル）（B）画分をOsumiとHashimotoの方法
64）に準じて不連続ショ糖密度勾配遠心法により再分画した。酵素活性はチューブの底から
1．5nllずつ分取した1・16画分について測定した。縦軸は、分取した1－16画分を、横軸は、ト
16画分で回収された全酵素活性に対する比（Frequency）を表した。AおよびBのそれぞれ
の左側カラム：クロフイブレートを投与したラット、右側カラム；対照ラット。
ては△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼ活性の大部分がミトコンドリアに存在
することが示された。しかし、対照ラットの軽ミトコンドリア画分を再分画し
た場合には、ベルオキシゾーム画分とミトコンドリア画分に同程度の△3，△2－
ェノイルCoAイソメラーゼ活性が認められた。これは、△3，A2－エノイルCoA
イソメラーゼがミトコンドリアだけでなくベルオキシゾームにも存在すること
を示唆している。また、クロフイブレートの投与でベルオキシゾーム画分より
もミトコンドリア画分における活性が顕著であったことは、クロフイブレート
の投与によりミトコンドリアの△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼが顕著に誘
導されたことを示している。
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表＝ミト・コンドリア画分とベルオキシゾーム画分におけるA3，△2－エノイル
CoAイソメラーゼ、チトクロームCオキシターゼおよびカタラーゼ活性
Fraction
PER MITyPER
Protcina
Gtalaseb
CytochoromecoxidaseC
A3，A2－enOyl－CoAisomeraseb，C
amg′ml，bnmo－e′mg protein，
CoA as the substrate
1・66　　　　　　0・89　　　　　2／1
432±34　　3，315±140　　　1／8
1，065±32　　　115±4　　　　9／1
13・4±5・0　　　1・7±0．3　　　8／1
Caetivitiesofisomerasewith△3－fraDS－deeenoyl－
対照ラット肝軽ミトコンドリア画分からの再分画したミトコンドリア画
分とベルオキシゾーム画分を回収し、リン酸カリウム緩衝液（0・05MKPi，
pH7・4）に40Cで一晩透析後、改めてそれぞれにつきカタラーゼ活性、チトク
ロームCオキシダーゼ活性および△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼ活性を測
定した（表II）0ベルオキシゾーム画分におけるカタラーゼ比活性は、ミトコ
ンドリア画分の約8倍であった0逆にミトコンドリア画分におけるチトクロー
ムCオキシダーゼ比活性は、ベルオキシゾーム画分の獅倍であった。また、ミ
トコンドリア画分の△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼ比活性は、ベルオキシ
ゾーム画分の約8倍であった。
つぎにこの透析済みのミトコンドリア画分とベルオキシゾーム画分中の
A3，A2－エノイルCoAイソメラーゼ活性について、抗ECI抗体を用い、免疫化
学的検討を行った。ベルオキシゾーム画分とミトコンドリア画分をそれぞれ
SDS－PAGEに付し、イムノブロット解析を行った（図8）。
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図8　抗ECI抗体によるミトコンドリア画分とベルオキシゾ
ーム画分のイムノプロット解析
レーン1、3、5：ミトコンドリア画分，レーン2、4；ベル寸キシ
ゾーム画分．。レーン1とレーン2にはカタラーゼ活性として、レー
ンコとレーン4にはチトクロームCオキシダーゼ活性として、そし
てレーン4とレーン5には△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼ活性
としてそれぞれ等しい活性になるようにしてSDS－PAGEに付し
た。その後、ニトロセルロース膜にプロットし、アルカリホスフ
ァクーゼとNBT／BCIP系により発色させた。
レーン1、3、5はミトコンドリア画分レーン2、4はベルオキシゾーム画分であ
る。レーン1とレーン2のカタラーゼ活性として、レーン3とレーン4のチトク
ロームCオキシダーゼ活性として、そしてレーン4とレーン5の△3，△2－エノイル
CoAイソメラーゼ活性として等しくなるような量を試料として付している。
レーン4とレーン5の発色が同程度あることは本抗体の検出が△3，A2－エノイル
CoAイソメラーゼ活性に相関して特異的であることを示唆した。ミトコンド
リアの指標酵素であるチトクロームCオキシダーゼ活性が、ベルオキシゾーム
画分に検出されたことは、ミトコンドリアのベルオキシゾーム画分への混入に
由来すると思われる。また、ベルオキシゾーム画分に検出された△3，△2－エノ
イルCoAイソメラーゼ活性が、このミトコンドリアのベルオキシゾーム画分
への混入に由来する場合、チトクロームCオキシダーゼ活性で合わせたレーン3
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とレーン4の発色か同程度になると考えられる。しかし、レーン3の発色に比
較してレーン4の’発色が明らかに高いことは、ベルオキシゾーム中に抗ECI抗
体と反応する△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼが存在することを示している。
第5節　考察
本章では、ラットの肝臓の△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼに対する
特異的抗体を作製し、酵素学的・免疫化学的手法により△3，△2－エノイルCoA
イソメラーゼのラットの肝臓の細胞内局在性を検討した。ベルオキシゾーム増
殖剤のクロフイブレートを投与したラットの肝臓から精製した△3，△2－エノイ
ルCoAイソメラーゼはSDS－PAGEで分子量約30kのサブユニットをもつ二量
体であり、1978年にStoffelとGrolが報告しているラッ，トの肝臓のミトコンド
リア由来の3－2－′′8月∫－エノイルCoAイソメラーゼの分子量24）と一致した。イム
ノブロット解析の結果、クロフイブレートを投与したラットの肝臓のホモジネ
ートおよび対照ラット肝ホモジネートを試料としたとき、△3，△2－エノイル
CoAイソメラーゼが、分子量約30kの単一バンドとして検出され、さらにクロ
フイブレートの投与によりこのバンドが顕著に誘導されること、また作製した
抗ECI抗体の特異性が高いことが裏付けられた。
細胞内局在性の検討から、分子量約30kの△3，△2－エノイルCoAイソメラ
ーゼがラットの肝臓のミトコンドリアとベルオキシゾームの両方に存在するこ
とが判明した。これはミトコンドリアとベルオキシゾームにおいてプロスタノ
イドなどのカルポキシル基側鎖がβ酸化を受けるという報告59，60，67，68）を支
持する。
最近Palosaariらによってベルオキシゾ～ムの二頭酵素が、A3，A2－エノ
イルCoAイソメラーゼ活性を持つこと29、50）が報告された。しかし、この二頭
酵素の△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼは、600Cで5分間の熱処項目こより完
全に失活する65，66）。したがって、本章記載のベルオキシゾームにおける活性
が二頭酵素由来ではないと考えられる。しかし、二頭酵素が△3，△2一エノイル
中には、生理的には今回測定した以上に△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼ浩
一1（i－
性が存在することを示唆する。さらに、この二頭酵素がベルオキシゾーム増殖
剤によって顕著に誘導されるが、△3，△2一エノイルCoAイソメラーゼかあまり
誘導されないことは興味深いことである。
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第3章　△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼの。DNA
クローニングとその発現
第1節　序論
近年、飽和脂肪酸β酸化系酵素の遺伝子レベルでの解析の結果34－37）か
ら、ベルオキシゾーム増殖剤によるこれら酵素の誘導は、mRNAの増加69，70）
によることか明らかになった。また、ベルオキシゾーム増殖剤はβ酸化系以外
の酵素41‾45、71）をも誘導する。
すでに、ラットの肝臓から不飽和脂肪酸β酸化酵素系の一成分である
2，4－ジエノイルCoAレダククーゼのcDNAが単離されている15）。本研究では、
不飽和脂肪酸のβ酸化において2，4－ジエノイルCoAレダククーゼと連動し、ク
ロフイブレートで誘導されるラットの肝臓の△3，△2－エノイルーCoAイソメラ
ーゼのCDNAクローニングを行った。
第2節　ラットの肝臓の△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼの
CDNAクローニング
ラットの肝臓の△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼは、ベルオキシゾ
ーム増殖剤により顕著に誘導される0本章ではプラスチック可塑剤の一つであ
り、クロフイブレートよりも比較的誘導能の高いDEHP（di（2－ethylhexyl）
Phthalicacid）を投与したラットの肝臓のポリA十RNAからcDNAライブラリ
ーを作製したo cDNAライブラリーは、抗体を用いてスクリーニング可能なス
gtllファージベクターのEcoRI部位に導入した（以下Agtllライブラリーと呼
ぶ）O同時にCDNAライブラリーをAgtlOファージベクターのEcoRI部位に
も導入した（右が10ライブラリーと呼ぶ）。抗ECI抗体を用いてAgtllライ
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ブラリーを常法に従って約200，000クローンをスクリーニングした結果、3つ
の陽性プラークを得た（AIS1．1、AIS2A、ÅIS3C）。それぞれ挿入されて
いたサイズは、約0．5kbp、約0．65kbp、約0．7kbpであった。ついで、プロー
ブとして0．65kbp（IS2A DNA）を用い、プラークハイプリグイゼ～ション法
により　入gtlO　ライブラリーをスクリーニングした。約200，000クローンをス
クリーニングした結果、約200個の陽性プラークを得た。ほとんどのファージ
クローンには、0．5kbpから0．8kbp程度のDNA断片が挿入されていたが、そ
の中で、約1．3kbpのDNA断片が挿入されていたスIS219－2を単離した。ス
IS219－2に挿入されていたDNAは、制限酵素EcoRIにより約0・8kbpと約0・5
kbpの断片に切断された（図9）。
第3節　△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼcDNA構造の解析
AIS219－2について894塩基のオープシリーディングフレーム（ORF）
を含む1083塩基についてその配列をダイデオキシ法72，73）により決定した。
cDNAの塩基配列から予想されたアミノ酸配列中には、クロフイブレートを投
与したラットの肝臓から精製した酵素をN末端からエドマン分解を利用する気
相シークエンサー（Applied Biosystems MODEL477A）によって解析した際
に得られる配列と完全に一致する配列が存在した（図10　アンダーライン部）。
また、その位置から最初のメチオニンをコードするATGを蛋白翻訳開始点と
推定した。また、3I側にはポリA付加シグナルと考えられるAATAAG（図10
二重線部、964－969）配列が見られた。クローニングされたcDNAから予測さ
れるたんばく質は、35アミノ酸残基のリーダー配列を含む298アミノ酸残基で
分子量は32，895であった。成熟たんばく質（263アミノ酸残基）の分子量は
29，256でその値はSDS－PAGEにより推定された精製酵素の分子量とよく相関
した。
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図9　ラットの肝臓の△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼcDNAの制限
酵素地図
AgtlOライブラリーから得られたHS219－2の挿入DNAの制限酵素地図とシーク
エンスストラテジー。Agtllから免疫化学的手法91）により得られたAIS2A．59を
プローブとしてプラークバイブルダイゼーション法91）によりスgtlOライブラリ
ーからえIS219－2がクローニングされた。それぞれの制限酵素切断部位は、アガ
ロース電気泳動でも確認した。制限酵素EcoRI断片（219Hと219L）をpTZ19Uま
たはpUC18にサブクローニングの後、ダイデオキシ鎖停止法72，73）により塩基配
列を決定した。矢印は、塩基配列決定を行った距離と方向を示している。
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－77　AC＾C∧ACT CTC＾ATCATCC∧GTG＾＾CTGG GCT GACTGTGGCAGG ACCTGG GCG GTG＾GGA＜A CCCTTGGGG
－6　ACACCGATGTGGCTTGAGCCTGCT CCTCTTCTT GGCGCTGGCCTCTCC CGTCGCGTTCTG CTG CAG GCCGG＾
l HeLTrpLeuGluPro＾laProLcuLeuGly＾laGly LeuSerArgArgValLeuLcuGln＾laGly
67　TCCCGCCTC GCCGCAGGGGGGCCT GG＾CGAGCC CGTCGCTTCTCT＾＾C＾AGGCGGTGTTG GTG G∧G＾AGGAG
23　Ser＾rgLeuAlaAlaGlyGlyProGly＾rgAlaArgArgPheSerAsnLysAlaValLeuValGluLysGlu
l39　GGCG＾GGC＾GGAATCGC＾GTG∧TG A＾GTTCAAG AACCCTCCAGTGAATTCCTCAGCTTGGAGTTTCCGAC＾G
47　GlyGluAlaGlylleAlaValHetLysPheLysAsnProProVal坤、坐し旦盟AlaTrpSerPheArgGln
211AGTTTTCGT CATC＾GCCTGAGA＾G CTGG仙AAT GAAAAGAGCATCCGA GGTGTCATCCTCACTTCG G＾GCGC
71SerPheArgllisGlnProGluLys LeuGluAsnGLuLysScrlleArgGlyVallleLeuThr Se「GluArg
283　ccGGGAACCTCCCCGCCGCCCC＾C GACATGAAG AAG仙G GACGACCAG CCCACTATGCTGAGT ACTGGAAGG
95　ProGlyThrSerProProProuisAspHeLLysLysLysAspAspGlnProThrHetLeuSerThrGlyArg
355　CTCGTGCCA GGAGCTGTGGCTGAGGCTCTACTT GTCCAACCTGACTTGATATCTGCCATCA＾T GGCGCCTTT
l19　LcuValPro GlyAlaValAlaGluAlaLeu Leu ValGln ProAsp LeuIle SerLuaIle Asn GlyAlaPhe
427　ccA GCT GGA GGCTGC CTCATG GCT CTC ACCTGT GACT＾C AGG ATA ATG GCG G＾CAACTCCAAG TAT ACCATA
143　Pro＾laGly GlyCysLeuHetAh LeuThrCysAspTyrArgIIcMeL Ala＾spAsnSerLys TyrThrlle
499　GGATTGA＾T GAGAGCCTG CTG GGC ATTGTT GCC CCCTTCTGG TT∧旭∧GAC AACTACGTGAAC ACA TCG GGC
167　Glyl。eU AsnGlu Ser Leu Leu Glylle Val＾la Pro Phe Trp Leu Lys Asp AsnTyrValAsn Thr Ser Gly
571ACCGAG CAG CCG AGC GTG CCCTTC A＾CTGG GGA CGTTTT CCC ACTAAC ATG ACA GCA GCT GCT CT∧CTG ACG
191ThrGIuGln ProSerValPro Phe AsnTrpGty ArgPheProThr＾sn MetThr＾1aAlaAla Leu LeuThr
643　CTT CACAGA AGCCTCAAT GAG GTG GTACCTGAG GAT CAG GTA CACAGC AAG GCT CGCTCA GTG ATG GCCAAG
215　Leullis＾rg SerLeu＾snGluValValPro Glu＾spGlnValHis Ser LysAlaArgSerValHeLAlaLys
715　TGG TTT ACC ATT CCG GAC CATTCT CGGTTG CTG ACG AAG＾GCATG＾TG CGCA＾G GCC＾CG GCG GACA＾CCTG
239　TrpPheThrIlePro＾spuisS壁＿紬＿如しeuThrLysSerHeLMeLArgLysAlaThrAlaAspAsnLeu
787　＾TC AAG CAG CG＾GAG GCT G＾C ATC CAG＾＾CTTC ACC＾GT TTC ACCTCC AG＾GACTCCATCCAG＾AG TCC CTG
263　日e Lys Gln Arg Glu Ala AspIle Gln Asn Phe Thr Ser Phe Thr Ser Arg＾sp Serlle GITI Lys Ser－Leu
859　CACGTGT∧CTTGGAAA＾GCTCAAG CA＾＾＾G＾AG GGCTGACCTAAGGGT GCCACACGGTGTTTA GTTACACGT
287　日is Val Tyr Leu Glu LYS Leu Lys Gln Lys Lys Gly
g31GCCTTCTAG GG＾CCCATG GTCCCA AGG＾TT ATC A＾TAAG GTA TTTTTC＾ATTTAAAA AA＾AAA AAA A＾G GAA
lOO3　TTC C
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図10．cDNAの塩基配列および予想アミノ酸配列
ラットめ肝臓の△3，△2－エノイルTCoAイソメラーゼcDNAと予想アミノ酸配列O予想翻訳
開始メチオニンをコードするATGを塩基1番として示した。アンダーライン部は、ラットの
肝臓から精製した△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼのN末のアミノ酸配列解析の結果と
完全に一致した箇所である。波線部は、グリコシレーションモチーフである。点線部は、予
想分子内ベルオキシゾーム移行配列。
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第4節　△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼミトコンドリア標的
配列の解析　‾
アミノ酸シークエンサーを用いて決定した精製酵素のN末端がPhcであ
ることより、CDNAから予想されるリーダー配列は35アミノ酸残基長であった。
配列中には、疎水性アミノ酸であるLeu，Ala，Pro，Val，Trp，Metがそれぞれ
7，6，3，1，1，1個存在し、塩基性アミノ酸であるArgが6個、水酸基を持つScrが2
個、その他Gly，Glu，Gl町が6，1，1個それぞれ存在した。ところでミトコンドリ
ア標的配列中には塩基性アミノ酸が数個の非極性アミノ酸を挟んで繰り返し現
れ99）、またヘリカルホイール投影した場合、一方に疎水性アミノ酸その反対
側に塩基性アミノ酸が配置する配列をとる99）特徴がある。そこで、△3，△2－
エノイルーCoAイソメラーゼのアミノ酸配列の前半部分について、mOVing
Windowを11とした場合の疎水性モーメント（pH）をEisenbergらの式102）に
従って計算した。疎水性値は、Eisenbergらの値103）を用いた（図11）。
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図11　平均疎水性モーメントプロット
縦軸；移動窓のサイズを11とした場合の疎水性モーメント
（くけH＞），横軸；アミノ酸残基番号。図中の矢印は、疎水性モーメ
ントか最大（くけH＞maX）をとるセグメントでアミノ酸残基16－26の
位置を示している。
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その結果、疎水性モーメントが最大値をとる△3，△2－エノイルーCoAイソメラ
ーゼのシグナル配列中のセグメントは、アミノ酸残基16－26（Arg－Val－Leu－
Leu－Gln－Ala－Gly－Ser－Arg－Leu－Ala，＜LAH＞maX＝0・66）であった。また、こ
のセグメントの平均疎水性（＜H＞）は、－0．01であった。ミトコンドリアの
標的配列中のくけH＞maXをとるセグメントは、－0・69くくH＞＜0・49、0．31く
く岬＞maX＜0・91の範囲にある104）ことから、△3，△2－エノイルーCoAイソメ
ラーゼのプレ配列はミトコンドリアの標的配列の条件を満たすことが示唆され
た。さらに、このくけH＞maXをとるセグメント（アミノ酸残基16－26）につい
て、ヘリカルホイール投影を行った（：図12）。
Met－Trp－Leu－GJu－Pro－AJa－Pro－Leu－Leu－Qly－Ara一
一35　　　　　　　　　　－30　　　　　　　　　　－25
Gly－Leu・SeトArg－Ar－Val－Leu－Leu・Gln・Aは－Gly－
－20 －15
Ser－Arg－Leu－AJa－Ala－Qly－GJy・Pro－Gly－Ar9－Ala－
－10　　　　　　　　　　　－5
Ar9－Ar9－Phe－Ser
－1　＋1
図12　△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼのリーダー配列中のセグメント16・
26ついてのヘリカルホイール投影
一方に疎水性アミノ酸残基であるLeu，AlaおよびGlyがならび、一方に塩基性
ァミノ酸残基であるArgが配置する。これより、△3，△2－エノイルーCoAイソ
メラーゼのリーダー配列は、ミトコンドリアへの移行シグナルとして機能する
配列であることが推察された。
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っぎに、△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼのリーダー配列中のシグ
ナルペプチダーゼによる切断点74，75）の解析を行った。成熟酵素のN末端Phe
を十1の位置とするとき、Argは－1，－2，－4，－12，－20，－21に存在し、一18にLcuが存
在した。ミトコンドリアマトリックスに存在するプロテアーゼtIにより切断さ
れる－2，－10の近傍にArgが、また潮こ非極性アミノ酸（多くはPhe，Ile，Leu）
がしばしば見られる74，75）。－12，－20のArgと－18のLeuを考慮すれば、－11と－
10すなわちLeuとAlaの間（Arg（－12）－Leu（－11）－1－Ala（－10）－Ala（－9））に切断
モチーフが認められた（図13）。換言すれば、△3，△2－エノイルーCoAイソ
メラーゼは、前駆体から中間体を経て成熟体になる可能性が示された。二段階
の切断を伴ってミトコンドリアへ移行するたんばく質の切断モチーフ、すなわ
ちミトコンドリ　アマトリックスプロセシングプロテアーゼIIの切断モチーフ
として成熟酵素のN末から数えて－2、－10にArg、－8にLeuなどの疎水性アミノ
酸、－5にSer、ThrまたはGlyが存在する74，75）との報告かある。
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図13　リーダー配列中のミトコンドリアシグナルペプチダーゼ切断モチーフ
△3，△2－エノイ几トCoAイソメラーゼのシグナル配列中では、－4，－12にArg、
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－7にGly、－10にAlaが存在することから、－3と－2すなわちAlaとArgの間（Arg（一
4）－Ala（一3）－1－Arg（一2）－Arg（－1））に第二の切断モチーフが認められた（図13）。
さらに、＋1と－1の間すなわちArgとP．he（Arg（－2）－Arg（－1）一J－Phe（＋1）一Ser
（＋2））の切断（おそらくプロテアーゼIによって）を経て成熟酵素に変換され
る三段階の反応であることが示唆された。興味深いことに、分子内にベルオキ
シゾーム移行配列であるSKL様配列76）が存在した（Ser－Arg－Leu、図10　点
線部）。この配列の機能についてはまだ検討を行っていないが、この△3，△2－
エノイルーCoAイソメラーゼ前駆体のベルオキシゾームへの移行の可能性が推
察された。
第5節　△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼcDNAの大腸菌におけ
る部分発現
AgtlOから得られたEcoRI断片を大腸菌発現ベクターであるpTTQ18に
挿入し、△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼの部分発現を行い、抗ECI抗体
との反応性をイムノブロット解析した。挿入した断片由来のバンドが検出され
（図141anc4）、クローニングされた断片が抗ECI抗体と反応することが確
認された。
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図14　△3，△2－エノイル・CoAイソメラー
ゼ219H断片の大腸菌による部分発現のイム
ノプロット解析
219H－EcoRIをpTTQ18DNAにEcoRIで挿入し
た（pTTQ18：219H－EcoRI）。大腸菌JMl09を
pTTQ18（レーン1と2）とpTTQ18：219H－EcoRI
（レーン3と4）で形質転換させた後、IPTGによ
りたんばく質合成を誘導し、0分後（レーン1と3）
と90分後（レーン2と4）における結果である。
左端は精製酵素をクマシー染色した。レーン4に
のみに挿入DNA断片由来の発現が観察された（抜
き三角）。
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第6節　各臓器における△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼ
mRNAの量の解析
種々のラットの臓器からポリA（＋）RNAを抽出後、ノーザンプロットによ
り△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼmRNA量を検討した（図15）。
図15　219H cI）NAをプローブとして用いたラットの各臓器中の
全RNAのノーザンプロットハイプリタイゼーション
全RNA（各レーンあたり30〟g）をクロフイブレートを投与したラット
（レーン1，3，5，7，9）と対照ラット（レーン2、4、6、8、10）各臓器から抽
出したロ肝臓（レーン1、2）、腎臓（レーン3、4）、心臓（：レーン5、6）、
牌臓（：レーン7、8）と肺臓（レーン9、10）。ホルマリンー1．5％アガロー
スゲル電気泳動後、ナイロン膜に転写した。ハイプリグイゼ1ションは、
△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼcDNAの219H－EcoRI断片を用いた。
ラットでは△3，△2－エノイルCoAイソメラーゼのmRNAは、心臓において多
くのmRNAが転写されていることが観察された〔図151anc6）。また、ク
ロフイブレートの投与によりmRNAは、肝臓および腎臓で顕著に増加した（図
151ane1，3）〇二頑酵素ならびにアシルCoAオキシダーゼなどのβ酸化系酵
素と同様に、ベルオキシゾーム増殖剤の投与により、mRNAレベルで増加する
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こと69，70）が報告されているが、心臓においては△3，△2－エノイルーCoAイソ
メラーゼmRNAのサイズが他の臓器に比較して大きく、クロフイブレートの投
与によるmRNAの増加は観察されなかった。
ベルオキゾーム増殖剤の投与による酵素のmRNAの増加は、ベルオキシ
ゾーム増殖剤活性化受容体を介した機構であり51）、本受容体の発現している
肝臓、腎臓および心臓において酵素誘導が起こると考えられている51）。△3，
△2－エノイルーCoAイソメラーゼmRNAの肝臓および腎臓における増加は、本
機構であることが示唆される。一方、心臓では増加しないことから、心臓にお
ける△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼのmRNAの転写の調節が、肝臓お
よび腎臓と異なることが推察される。
第7節　△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼのラット肝臓のゲノ
ムDNAとのハイプリグイゼーション
ラットの肝臓から抽出したDNAを制限酵素EcoRIまたはPstIでそれぞれ
切断し、電気泳動後、サザンプロット法により△3，△2－エノイルーCoAイソメ
ラーゼの遺伝子とハイプリグイズさせた。プローブにはス219－2のEcoRI断片
（0．8kbpのラージ断片として219H、0・5kbpのスモール断片として219L）を
それぞれ用いた（図16）。219Hプローブでは、約5・8kbのEcoRI断片と
約2．6kb、2．1kbの2つのPstI断片と反応し、また219Lプローブは、約
13．3kbのEcoRI断片と、約5．1kbのPstI断片と反応した。
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図16　ラットDNAのサザン
プロットハイプリタイゼーシ
ョ　ン
ラットDNAを制限酵素EcoRI（レ
ーン1と3）とPstI（レーン2と4）
で切断し0．8％アガロースーTAE
電気泳動後、ナイロン腰に転写
しそれぞれ219H（レーン1と2）
と219L（レーン3と4）断片とハ
イプリグイズさせた。
第8節　考察
本章では、抗ECI抗体を用いることによってラットの肝臓中の△3，△2－
エノイルーCoAイソメラーゼのCDNAクローニングを行い、そのCDNAを用い
て遺伝子レベルの解析を加えた0スgtllおよびAgtlOライブラリーをスクリー
ニングした結果、35アミノ酸残基のリーダー配列を含む298アミノ酸残基、分
子量32，895をコードする約1・3kbpのCDNAのクローニングに成功した。塩基
配列から予測されるアミノ酸配列の解析より、△3，△2－エノイルーCoAイソメ
ラーゼは前駆体として生合成されミトコンドリアへの移行に伴って切断され成
熟酵素に変換されることか示された0そのシグナル配列中にはミトコンドリア
マトリックスプロテアーゼI，IIの切断点モチーフが3箇所認められ、前駆体が
ミトコンドリアへの移行にともなって中間体を経て成熟酵素に変換されること
を示唆した。
また、ベルオキシゾームへ移行するたんばく質のC末端には、ベルオキ
シゾーム標的配列としてセリンーリジンーロイシン配列（SKL配列）が存在する
76）が、C末端ではなく分子内に存在している場合も報告されている76）。△3，
△2－エノイルーCoAイソメラーゼの分子内にはベルオキシゾームへの標的配列
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と考えられるSKL様配列が認められるため、それに沿った機構により前駆体は、
ベルオキシゾームへも移行することが推察される。2，4－ジエノイルCoAレダク
クーゼもその分子内にSKL様配列を持つため15）、両酵素の両オルガネラへの
輸送機構に興味が持たれ、今後より詳細な解析が必要である。
ノーザンプロット解析により、心臓、肝臓、腎臓および牌臓での転写が
認められ、また、クロフイブレートの投与により肝臓および腎臓において顕著
なmRNA増加が認められた。通常では心臓においてmRNAの量が多いが、クロ
フイブレート投与により肝臓および腎臓においてはmRNAが顕著に増加するが、
心臓においては増加しないとの知見を得た。肝臓および腎臓での誘導が高いこ
とは、他のベルオキシゾーム増殖剤と同様な機構51）で誘導されていることを
示唆している。
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第4章△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼ前駆体のオ
ルガネラへの移行
第1節序論
細胞内に存在する種々の構造と機能を持ったんぱく質の多くは核の遺伝子
によってコードされ、細胞質のリボゾームで合成された後、細胞内の膜構造を認
識・通過し、それぞれの機能を発揮するオルガネラへ移動する。その目的のため、
生合成されたたんばく質は、適切なオルガネラへ移行するためのシグナル配列を
持っている。例えば、ミトコンドリアで機能するたんばく質は、N末端にミトコ
ンドリア標的配列を持つ。この配列により特異的に効率よく移行が行われる。ミ
トコンドリアマトリックスへの移行は、（1）細胞質での合成と分子シャペロンと
の相互作用、（2）ミトコンドリア移行受容体の認識、（3）外膜への挿入、（4）内膜へ
の挿入、（5）プロテオリティックな切断、そして（6）高次構造の形成などの段階77－
83）を経て起こると考えられている。
第3節で、△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼがN末端にミトコンドリア
標的配列を持つ前駆体として合成され、移行にともなってプロテオリティックな
切断を受け成熟酵素に変換される可能性を述べたが、本葺では元Ⅴ舟0における
移行実験により△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼのミトコンドリアへの移行
機構を検討した。
第2節△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼ前駆体のオルガネラへの
移行
クローン化したcDNAをT7RNAポリメラーゼプロモーターの下流に構築
した。1月の廿0転写mRNAを家兎網状赤血球ライゼートにより［35S】メチオニン存
在下血γ血0で翻訳させ△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼ前駆体を得た。ノ刀
－30－
y舟0で合成された前駆体は、分子量約32kであった（図17Aレーン9またはB
レーン3）。これは、CDNAから予想される前駆体サイズに相当すると考えられる0
はじめに、前駆体がミトコンドリアへの移行にともなってプロセシングを受け成
熟酵素に変換されるか否かを検討した。△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼ前
駆体を含む翻訳混合液をラットの肝臓のミトコンドリアと25℃で経時的に反応
させた。
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??17　△3，A2－エノイルCoAイソメラーゼ前駆体のラット肝臓
ト　コンドリアへの移行
分離したラット肝臓ミトコンドリアと△3，△2－エノイルCoAイソメラ
ーゼ前駆体を含むノ月　yffr）翻訳産物を25℃で0（レーンAl，A5）、（レ
ーンA2，A6）、10（レーンA3，A7）、30（レ．－ンA4，A8，Bl，B2）分間反
応させた。レーンAl・A4，Blは、新鮮なミトコンドリアを用い、レー
ンA5－A8，B2は、プロティナーゼK処理を行ったミトコンドリアを用
いた。1月　yffm　移行反応物を直接電気泳動で分析したもの（A）、また
は1月　γHro　移行反応後にプロティナーゼK処理したもの（B）0　それぞ
れ1月　γ恒0　移行反応物同量を分析した0　く】；前駆体，→；中間体，一；
成熟体，○；基準バンド。
移行反応は、Ncupcrtらの方法84）に準じて行った。すなわち、f刀Ⅴ山0移行反応
－3ト
液の条件は、3％BSA，70mMKCl，220mMスクロース，2・5mMMgC12，10mM
MOPS－KOH（pH7・2），3FLMへミン，1mMメチオニンである。新鮮なミトコンド
リアを用いた実験で反応時間を0，2，10，30分間とした（図17Aレーン1－4、Bレ
ーン1）とき、時間の経過に伴って分子量約32kの前駆体（可，以下pECIと略す）
が分子量約30kの中間体（→，以下iECIと略す）と分子量約29k（＜，以下mECI
と略す）の成熟体のバンドが増加した○すなわち、PECIがiECIを経てmECIへ
変換されることが示された（図17Aレーン1－4）。また、プロティナーゼK処理
に耐性になるものはmECIのみであった（図17Bレーン1）。保護されるバン
ドが、iECIであるかmECIであるかの判定には、総翻訳産物のレーンに常にで
るバンドを基準とした（O，図17Aレーン9、図17Bレーン3）。プロティナ
ーゼK非感受性になるのがmECIのみ十図17Bレーン1、2）であり、これは移
行の過程でiECIのおそらくC末端側の大部分かミトコンドリア内膜外にあり、
iECIの状態では完全にミトコンドリア内へ移行していないことが示唆された。
あらかじめミトコンドリアをプロティナーゼK処理した時（図17Aレーン
5－8、Bレーン2）には、PECIのバンドは、経時的に減少しiECIのバンドは増加し
たが、mECIのバンドは消失した（図17Aレpン5－8）。また、保護されたmECI
も顕著に減少した（図17Bレーン2）。すなわち、ミトコンドリア外膜のプロ
ティナーゼK処理によって移行が著しく阻害されることが示された。ミトコンド
リアへ移行するたんばく質は、移行時にミトコンドリア外膜に存在する移行受容
体を利用する82）。しかし、移行受容体を介さないバイパス経路も存在する85，86）
といわれている0△3，A2－エノイルCoAイソメラーゼの移行に関し、ミトコンド
リアのプロティナーゼK処理により完全にはミトコンドリア内への移行が阻害さ
れない（図17Bレーン2）ことは、ミトコンドリア移行受容体を介さないバイ
パス経路の存在を示唆している。また、ミトコンドリア外膜のプロティナーゼK
処理によりiECIからmECIへの変換か著しく阻害される（図17Aレーン8）の
－32－
は、ミトコンドリア外膜に存在80）しているミトコンドリア移行受容体が、たん
ばく分解酵素処理により破壊されるためであり、とくにiECIからmECIの過程
を促進する因子（例えばミトコンドリアプロテアーゼII74，75，87）の機能を補助する
様な因子）が存在することも強く示唆される。これら点については、さらに慎重
に検討を行う必要がある。
第3節移行効率に対するクロフイブレートを投与したラットの肝臓の
細胞質画分の添加効果
クロフイブレートを投与したラットでは、肝臓および腎臓のミトコンドリ
ァにおける△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼが顕著に誘導される。これは、
mRNAの顕著な増加に対応し、△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼ前駆体のミ
トコンドリアへの移行量が増加することを意味する。そこでクロフイブレートを
投与したラットと対照ラットの肝臓のミトコンドリアへの移行に違いがあるかど
うかを検討した。
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図18　ラットの肝臓のミトコンド
リアへの移行に及ぼすクロフイプレ
ートを授与したラットの肝臓の細胞
質画分を添加した場合の影響
対照ラットの肝臓のミトコンドリアと
△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼ
前駆体を含む元軸加。翻訳反応物とを
25℃で10分間反応させた（レーン1，4）。
対照ラットの肝臓の細胞質画分（レーン
2，5）またはクロフイブレートを投与し
たラットの肝臓の細胞質画分（レーン
3，6）を50／Ig添加した。反応後、直接（レ
ーン1－3）またはプロティナーゼK処理
（レーン4－6）後に等量を電気泳動し、フ
ルオログラフイーした。レーン7、絵
翻訳産物。－，未添加；N，対照ラット肝
サイトゾル添加；C，クロフイブレート
投与ラット肝細胞質画分添加。・q；前
駆体，車；成熟体，○；基準バンド。
新鮮なラットの肝臓のミトコンドリア（図18　レーン1、4）に対照ラットの肝臓
の細胞質（図18レーン2、5）、クロフイブレートを投与したラットの肝臓の細
胞質画分（図18レーン3、6）をそれぞれ50〃g添加しその効果を比較した。25
℃で10分間移行反応を行った場合、反応終了後にプロティナーゼK処理をしない
場合には、サイトゾルの添加効果がほとんど認められなかった（図18　レーント
3）0　しかし、実際に移行しているたんばくを比較するとき、クロフイブレートを
投与したラットの肝臓の細胞質画分を添加した場合わずかながらたんばく質の移
行が増加することが観察された（図18レーン4－6）。従って、前駆体のミトコン
ドリアへの移行に関して、クロフイブレートを投与したラットの肝臓の細胞質画
分中に前駆体たんばく質のミトコンドリア内への移行を促進させる因子が存在す
る可能性が示された。
第4節考察
本章では、△3，△2一エノイルCoAイソメラーゼをIDVIll0でmRNAを合
成し、1月yf加で翻訳させた後、単離したミトコンドリアを用いて元V血0の移
行実験を行った。その結果、△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼは、N末端に
ミトコンドリアへの標的配列を持つ前駆体と工て合成されたのち、移行にともな
ってプロセシングされ成熟酵素になることを明らかにした。また、この前駆体か
ら成熟体への変換過程には、中間体を経た少なくとも二段階の反応であることを
明らかにした0さらに、この△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼ前駆体の移行
にはミトコンドリア外膜に存在するたんばく質性の因子おそらくミトコンドリア
移行受容体が重要であることが示唆された。さらに中間体から成熟体への変換が
ミトコンドリア外膜のプロテアーゼ処理によって著しく減少することを示した。
ミトコンドリアへの移行は、2段階に分けて考えられている。すなわち、（1）シグ
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ナル配列が内膜を通過しマトリックスにおいてプロテアーゼにより切断される過
程と（2）たんばく質本体のマトリックスへの移入である82）。△3，△2－エノイルー
CoAイソメラーゼ前駆体のミトコンドリアへの移行に関し、ミトコンドリア外
膜のプロテアーゼ処理により、PECIからiECIへの過程に比較してiECIから
mECIへの過程が顕著に阻害されることが明らかになったことから、移行中のイ
ソメラーゼたんばく質の多くが（1）の過程にあることが考えられる。すなわち、（1）
の過程は非常に早い反応であるが（2）の過程はある程度時間の必要な反応である
ことが推察される。マトリックス内には、この（2）の過程を促進するミトコンド
リアーHsp70（移行牽引因子）が存在している82）が、外膜にも移行を促進させるた
んばく質性の因子（機能的には移行押し込み因子）の存在が推測される。また、ミ
トコンドリア移行たんばく質の移行は、ミトコンドリア外膜と内膜の接点
（contactsite）で起こる81）が、さらに膜間隙を通過して直接内膜に到達するバイ
パス経路86）も存在する。本章の結果より、△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼ
前駆体の移行には、受容体経路とバイパス経路の両経路が関与している可能性が
強い。また、クロフイブレートの投与により細胞質中に存在する移行促進因子が
増加することが示唆され、翻訳産物の増加にともない移行に関与するアセンブリ
ーも誘導されると考えられる。
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第5章　総括
第2章ではクロフイブレートを投与したラットの肝臓より△3，△2－エノ
イルーCoAイソメラーゼを精製し、その特異的抗体を調製し免疫化学的手法を
用いて酵素の細胞内局在性についての検討を行い、以下の結果を得た。
1）クロフイブレート投与により、ラットの肝臓において△3，△2－エノイルー
CoAイソメラーゼは顕著に誘導される。
2）対照ラットの肝臓における△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼ活性の大部
分は重ミトコンドリア画分に存在し、軽ミトコンドリア画分には少量存在した。
3）クロフイブレートを投与したラットの肝臓における△3，△2－エノイルーCoA
イソメラーゼ活性の大部分は重ミトコンドリア画分に存在した。
4）不連続ショ糖密度勾配遠心法によりミトコンドリアとベルオキシゾームを分
画し、それぞれにおける酵素活性を検討すると、対照ラットにおいてはミトコ
ンドリア画分とベルオキシゾーム画分の両方に活性が認められた。しかし、ク
ロフイブレートを投与したラットにおいてその活性は、ミトコンドリア画分に
顕著であった。すなわち、ベルオキシゾーム増殖剤であるクロフイブレート投
与によりミトコンドリア画分のイソメラーゼが誘導されることが判明した。
5）ベルオキシゾームに存在する活性は、ミトコンドリアに存在する酵素と免疫
化学的に交差した。
以上の解析により、ラットの肝臓中の△3，△2－エノイルーCoAイソメラ
ーゼはミトコンドリアとベルオキシゾームの両方に存在するが、大部分がミト
コンドリアに存在し、ベルオキシゾーム増殖剤により　ミトコンドリアに局在す
る△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼの誘導が顕著であることが明らかにな
った。
第3章では、抗ECI抗体を用いてラットの肝臓の△3，△2－エノイルーCoA
イソメラーゼのCDNAクローニングを行い、以下の結果を得た。
1）ベルオキシゾーム増殖剤の一つであるDEHPを投与したラットの肝臓から抽
出したポリA＋RNAから作製したAgtl1、人gtlO－CDNAライブラリーを抗ECI
抗体を用いた免疫化学的手法ならびプラークハイプリグイゼーション法により
ー36－
検索した結果、オープンリーディングフレーム（ORF）に298アミノ酸残基（分
子量32，895）をコードする約1．3kbpのCDNAを含むファージ（入IS219－2）の
単離に成功した。
2）精製酵素のN末端からアミノ酸シークエンサーを用いて決定した配列は、
ORF中の36－65アミノ酸残基の位置と完全に一致した。従って、ラットの肝臓
△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼは、35アミノ酸残基のリーダー配列をN
末端に持つ前駆体として合成されることが判明した。
3）リーダー配列は、それを構成するアミノ酸の種類などからミトコンドリアへ
の標的配列として機能することが示された。また、その配列中にはミトコンド
リアマトリックスプロテアーゼI，IIの切断点モチーフが3箇所認められ、前駆
体が中間体を経て成熟酵素に変換されることが示された。
4）また、分子内にベルオキシゾームへの標的配列と考えられるSKL様配列（セ
リンーアルギニン・ロイシン）が存在することが認められた。
5）単離したcDNAの部分断片を大腸菌の発現ベクターに挿入し、大腸菌でこの
断片由来のたんばく質を発現させた。イムノブロット解析によりこのたんばく
質が抗ECI抗体と反応することを確認した。
6）ノーザンプロット解析の結果、ラットの心臓、肝臓、腎臓および脾臓で、
△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼのmRNAの発現が認められた。また、ク
ロフイブレートの投与により肝臓および腎臓において顕著な△3，△2－エノイル
ーCoAイソメラーゼのmRNAが増加することが判明した。
以上の結果より、△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼはミトコンドリ
ァへの標的配列を持った前駆体として合成された後、ミトコンドリアへの移行
にともなってプロテオリティツクなプロセシングを受け成熟酵素に変換されて
機能を発揮していることが示された○　また、通常では心臓においてそのmRNA
の発現量が多いが、クロフイブレートの投与により肝臓および腎臓において、
△3，△2－エノイ）トCoAイソメラーゼのmRNAは顕著に誘導される。しかし、
心臓においては△3，△2一エノイルーCoAイソメラーゼのmRNA誘導されないと
の知見を得た。しかも、心臓のmRNAのサイズが、肝臓などのmRNAのサイズ
より明らかに大きいことが示された。
また、第4章では単離した△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼcDNAを
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用いてメガy血0で△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼ前駆体の合成を行い、
さらにラットの肝臓のミトコンドリアへの石7VイOuにおける移行実験を行い、
以下の結果を痔た。
1）T7RNAポリメラーゼと家兎網状赤血球ライゼートを用いて△3，△2－エノイ
ルーCoAイソメラーゼ前駆体を合成した結果、前駆体は分子量約32kのサイズ
でありcDNAから予測されるサイズとほぼ一致した。
2）ラットの肝臓のミトコンドリアへの前駆体の移行は経時的に起こり、前駆体
から成熟体への変換は、中間体を経た二段階の反応であることが確認された。
また、ミトコンドリア内に完全に移行しているのは成熟体のみであった。
3）その前駆体のラットの肝臓のミトコンドリアへの移行は、ミトコンドリア外
膜をプロテアーゼ処理することにより完全には阻害されなかった。また、中間
体から成熟体への変換が顕著に減少した。
4）クロフイブレートを投与した群と対照群のラットの肝臓のミトコンドリアへ
の前駆体の移行に差異は見られなかった。しかし、クロフイブレートを投与し
たラットの肝臓の細胞質画分を添加する場合、対照群の細胞質画分を添加した
場合に比較して、ラットの肝臓のミトコンドリアへの前駆体の移行がやや増加
した。
以上の結果より、△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼは細胞内でミト
コンドリアへの標的配列を有する前駆体として合成された後、ミトコンドリア
への移行にともなってプロセシングを受け成熟酵素になることが示された。ま
た、その移行にはミトコンドリア外膜のたんばく質性因子（移行受容体など）
が必要であることが示された。しかしその移行は、ミトコンドリア外膜のプロ
テアーゼ処理によって完全には阻害されないことから、前駆体の移行には移行
受容体径路の他にバイパス経路が存在する可能性が示唆された。また、クロフ
イブレート投与によってミトコンドリア外膜にある因子の増加は見られないが、
細胞質画分中の因子の増加か示唆され、今後、この細胞質画分に存在する因子
について、さらに詳細な解析が必要であると思われる。また、ミトコンドリア
外膜のプロテアーゼ処理によって中間体から成熟体への変換が著しく阻害され
ることは、マトリックスプロセシングペプチダーゼIIなどの中間体から成熟体
への変換に作用する因子の機能を補助するようなたんばく質性の因子がミトコ
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ンドリア外膜に存在することが推察される。
以上、クロフイブレートにより誘導されるラットの肝臓△3，△2－エノ
イルーCoAイソメラーゼを精製し、その生化学的性状を解析した。さらに、
cDNAのクローニングを行い、ラット．の肝臓の△3，△2－エノイルーCoAイソメ
ラーゼがミトコンドリアへの標的配列をN末に持つ前駆体として合成された後、
プロテオリティックなプロセシングを受けミトコンドリアへ移行することを照
明した。本研究により、ラットの肝臓の△3，△2－エノイ丸いCoAィソメラーゼ
が、薬剤による酵素誘導機構の解明やオルガネラへの輸送機構の解明のための
有用な研究対象であることが明らかになった。
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第6章　実験材料および方法
第1節　第2章付属実験
動物、試薬、機器
Wistar系雄性ラットを7過齢で、東北大学付属動物実験施設マウスセン
ターより購入した。種々の炭素鎖長の脂肪酸は、当研究室で合成した
ものを用いた。クロフイブレート，5－プロモー4－クロロー3－インドリル
リン酸二ナトリウム（BCIP），ニトロブルーテトラゾリウム（NBT），
3，3I－ジアミノベンジジン（DAB），（和光純薬）、CM－Sepharose CL－6B，
SephacrylS－200，Blue－Shepharose CL6B（Pharmacia）、フロインド完
全アジュバント，クロトナーゼ，3－ハイドロキシアシルCoAデヒドロゲ
ナーゼ（Sigma）、アルカリホスファクーゼ標識山羊抗兎抗体，西洋ワサ
ビベルオキシダーゼ標識山羊抗兎抗体（TAGO）、Coenzyme A，
NAD＋（オリエンタル酵母）を用いた。その他無機試薬は、和光純薬の特
級試薬を用いた。超音波破砕器（Ultrasonic Disruptor ModelVR－200P
トミー精工）、限外ろ過濃縮装置（Amicon，PM－10）、日立超遠心器
（Hitachi65P）、ローター（SRP28SAスイングローター，Hitachi）を使用
した。
△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼの精製
ラット肝臓の△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼの精製は、Stoffelと
GfOlの方法24）を改良して行った。すなわち、クロフイブレートを0・3％（W／W）
標準飼料に添加し、雄性Wistarラットを飼育した。通常は、7週齢から10過齢
まで3週間投与後の肝臓を酵素源として用いた。摘出した肝臓は、一800Cのフ
リーザー中に凍結保存した。使用に際しては、融解後、肝臓温重量の5倍量
（W／W）の10mMリン酸緩衝液（10mM KPi，PH7・4）を加えて、ホモジナイ
ズし、さらに最大出力2秒の超音波処理を10回行った。9，500×g，10分間の遠
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心上清を70℃で2分間の熱処理した。再び14，000×g，10分間の遠心し、その
上清を得た。この遠心上清に最終濃度で約10％になるようにグリセロールを
加え酵素粗画分とした。
この酵素粗画分を、21の10mMリン酸緩衝液－10％グリセロール
（10mM KPi，PH8．0，10％　グリセロール）に対して1晩透析を行った。
10mMリン酸緩衝液－10％グリセロールで平衡化したCM－Sepharose CL－6B（
2．5cm x　30cm）にアプライした。10mMリン酸緩衝液一10％グリセロールで
十分カラムを洗浄した後、10mMリン酸緩衝液－10％グリセロールにOMから
0．3Mまでの直線的濃度勾配の塩化カリウムにより溶出を行った。△3，△2－エ
ノイルーCoAイソメラーゼ活性のある画分を回収し、限外ろ過濃縮を4℃で行
った後、21の10mMリン酸緩衝液一0．5M塩化ナトリウムー10％グリセロール
（10mM KPi，PH7．4，0．5M NaCl，10％グリセロール）に対して1晩透析を
行った。次いで、SephacrylS－200ゲルろ過（2・5cm x60cm、10mM
KPi（PH7・4）、0・5MNaCL）を行い、△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼ活
性画分を分取した。SDS－PAGEに付した際、単一バンド画分となる△3，△2－
ェノイルーCoAイソメラーゼ活性画分を回収し、50％グリセロールを含む
50mMリン酸緩衝液（50mM KPi（pH7．4），50％グリセロール）で－80℃に保
存した。
家兎抗ラット肝臓△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼ抗体の作製
精製酵素を生理食塩水で透析後、限外ろ過濃縮し、ろ過滅菌した。フロ
イント完全アジュバンドに等量の酵素溶液（50〃gたんばく質）を加えアジュ
バントを調製し、家兎の皮下10箇所以上に0・1ml毎に注射した。その後2週
間ごとにフロインド不完全アジュバントで調製した抗原エマルジョン（50〃g
たんばく質）を家兎の皮下10箇所以上に0・1ml毎に注射した。耳外縁静脈か
ら採血し、ELISAにて抗体価を検査後、約50rnl採血した。血清を遠心分離し、
血清から50％飽和硫安塩析法にて粗精製抗体画分を分離した。必要に応じて粗
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精製抗体画分をDEAEセルロースカラムクロマトグラフィーによって精製して
IgG画分を得た。抗体は、生理食塩水に透析後、10mg／mlに調製し一80℃に保
存した。また、短期に使用する場合には最終濃度0．05％アジ化ナトリウムを
添加して4℃に保存した。
細胞分画法
1）分別遠心法によるラットの肝細胞の分画
ラットの肝細胞の分別遠心はdcDuveらの方法61）に準じて行った（図
19）。すなわち、ラットをネンブタール麻酔後、開腹し肝臓を生理食塩水で
かん流した。肝温重量の5倍量の0・25Mスクロースー0・01MTris－HCl（pH7．4）－
1mMEDTAを加えホモジナイズした。800×g，10分間の上清をポスト画分（P
N）とした。PNの3，300×g，10分間の沈澱を重ミトコンドリア画分（HM）
とした。そのHM上清の12，500×g，20分間の沈澱を軽ミトコンドリア画分（L
M）、その上清の105000×g，60分間の沈澱をミクロソーム画分（M s）、そ
の上清を細胞質画分（S）として分取した。
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図19　ラット肝細胞の細胞分画。
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2）不連続ショ糖密度勾配遠心法によるラット肝細胞の分画
OsumiとHashimoto64）の不連続ショ糖密度勾配遠心法に準じて、1）で
分別遠心したPNまたはLMを再分画した。すなわち、53．9％スクロース5ml，
45．8％スクロース　7．5m1，37．4％　スクロース7．5m1，23．2％　スクロース5ml
で作製した不連続ショ糖密度勾配を作製し、その上に試料を2mlアプライし、
SRP28SAスイングローターを用い、23，000rpm（65，000×g）で2時間（4℃）
遠心分離し、遠心チューブの底から約1．5mlずつエッペンドルフチューブに分
取し16画分とした。
各酵素活性の測定
1）△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼ活性測定法22）
基質には、種々の炭素鎖の　△3－エノイルーCoAエステルを用いたが、通
常△3－CIsまたは△3－tTaDS－デセノイルーCoAを用いて△3，△2－エノイルーCoA
イソメラ，ゼ酵素活性を測定した。脂肪酸CoAエステルは、WeeksとWakilの
方法88）に準じて作製した。CoAエステルの濃度はEllmanの方法89）に準じて測
定した。活性の測定法には2種類の方法を用いた。すなわち、第一の方法は、
反応によって生成する△2ィra刀∫－エノイルCoAエステル体に起因するの263nm
の吸光度の増加を経時的に測定した（測定系；0・05MKPi（PH7・4）、5mM
EDTA（pH7．4）、0．06％BSA、30LLMのA3一エノイル1－CoAおよび測定試料）。
他の方法は、NAD＋存在下、エノイルCoAヒドラターゼ（クロトナーゼ）と3－
ヒドロキシアシルCoAデヒドロゲナーゼをカップルさせNADH生成を340nmで
経時的に測定した（測定系；0．1MTris－HCl（pH8・5）、0・1M KCl、1mMNaN3、
2単位のクロトナーゼ、1．4単位の3－ヒドロキシアシルCoAデヒドロゲナーゼ、
56鵬のNAD十、0．01％TritonX－100、30LAMのA3－エノイルーCoAおよび測定試
料）。前者の方法は、酵素の精製度が高い場合に、後者の方法は、粗製試料時
に用いた。また、粗製試料を測定するときには、NADHデヒドロゲナーゼ、ペ
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ルオキシゾーム二頭酵素の影響を除くため、60℃で5分間の熱処理を行ったの
ち酵素活性を測定した。
2）カタラーゼ活性の測定
ベルオキシゾームの指標酵素であるカタラーゼ活性は、Abeiの方法63）に
準じて測定した。
3）チトクロームCオキシダーゼ活性の測定
ミトコンドリアの指標酵素であるチトクロームCオキシダーゼ活性は、
WhartonとTzagoloffの方法62）に準じて測定した。
たんばく質定量
たんばく質定量は、Lowryらの方法90）により行った。
ウエスタンプロット解析
電気泳動の後、ニトロセルロール膜に転写した。膜を1％BSA－PBSにて
ブロッキングし、1）家兎抗ECI抗体（50〟g／ml）PBS溶液、2）HRP標識または
アルカリホスファクーゼ標識抗家兎二次抗体とを順次反応させた。また、各ス
テップでPBSによる洗浄を3回ずつ行った。最後に基質0．05％DAB，
0・01％H202を含む0・1M Tris－HCl（pH7．2）または0．03％NBT，0．02％BCIP，
5mM MgC12，0・1MNaCl，1mM　レバミゾ～ルを含む0．1M Tris－HCl（pHO9．0）
にて発色させた。
第2節　第3章付属実験
試薬
［α－32p］dCTP，［α一35S］dATP，CDNA合成キット、PTTQ18
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DNA（Amersham）、EcoRI，BamHI，PstI，KpnI（宝酒造および東洋紡績）、
Agtll DNA，AgtlO DNA，ギガパックキット（Stratagene）、PTZ18，
PTZ19DNA（Pharmacia）、イソプロピルーβ－チオガラクトビラノシド
（IPTG）（和光純薬）、ADNA（日本ジーン）、ニトロセルロース膜（アドバ
ンテック東洋）、ナイロン膜（Amersham）、5－プロモー4－クロロー3－インド
リルーβ－D－ガラクトシド（Ⅹ－gal）（同人化学）、Ⅹ線フイルム（フジフイ
ルムおよびコダック）、ライゲーションキット，シークエンスキット，オ
リゴテックスdT30（宝酒造）、ランダムプライムラベリングキット
（Boehringer）を用いた。UVクロスリンカー（Stratagene）を使用した。
E・COliYlO89、E・COliYlO90、E・COliC600（Stratagene）
E・COliJMlOl、E・COliJMlO9（Promega）
細胞
CDNAライブラリーの検索
1）Agtllの場合
Huynhらの方法91）に準じて行った。すなわち、Luria－Bertani寒天プレ
ート（以下LBプレートと略す）に全部で約200，000クローンのスgtllファー
ジをE・COliYlO90に感染させ培養した。各プレートを10mMIPTGを浸透させ
たニトロセルロース膜と約2時間接触させ、βガラクトシダーゼ融合たんばく
質を誘導後ニトロセルロース膜を回収し1％BSA－PBSにてブロッキングした。
その後、1）家兎抗ECI抗体（50LLg／ml）PBS溶液、2）HRP標識抗家兎二次抗体
と順次反応させた。また、各ステップでPBSによる洗浄を3回ずつ行った。最
後に基質0・05％DAB，0・01％H202を含む0．1M Tris－HCl（pH7．2）にて発色さ
せた。水洗により発色を停止後陽性プラークに相当する箇所を拾い、再びLB
プレートにて培養を行った。全てのプラークか陽性になるまでこの操作を行い
ファージをクローニングした。
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2）AgtlOの場合
Huynhらの方法91）に準じて行った。すなわち、LBプレートに入gtlOフ
ァージをE・COliC600に感染させ培養した。各プレートにナイロン膜を20秒間
乗せた。ナイロン膜をアルカリ変性（1．5M NaCl，0．5N NaOHをしみこませ
たろ紙上で7分間静置）後、中和（1・5M NaCl，1．5MTris－HCl（pH7．5）をしみ
こませたろ紙上で5分間静置を2回）した。2×SSCにて軽く洗った後風乾し、
UV照射を2分間行い固定した。プレハイプリグイゼーション（65℃で一晩）、
ハイプリグイゼーション（65℃で16時間）を50％ホルムアミド，10×
Denhaldt’S液，5×SSC，0・1％SDS溶液中で行った。10×Denhaldtrs液および
5×SSCは各々100×DenhaldtTs液（2％BSA，2％Ficoll，2％ポリビニルピロ
リドン）、20×SSC（3MNaCl，0・3Mクエン酸ナトリウム，PH7．0）を作成し、
用時希釈して用いた。ナイロン膜は、2×SSC液を用い65℃で15分間、2×
SSC，0・1％SDS液を用い65℃で30分間、0．1×SSC液を用い65℃で10分間の
洗浄を行ったのちフルオログラフイーを行ったⅩ線フイルムを現像し、陽性プ
ラークを拾い、再びLBプレートにて培養を行った。全てのプラークが陽性に
なるまでこの操作を行いファージをクローニングした。
プローブは、AgtliからクローニングしたインサートDNA断片（EcoRI
断片）を用いた。ランダムプライムラベリング法92、93）を用いて、［α32p］
dCTP標識した。
サブクローニングおよび塩基配列の決定
1）ファージDNAの調製
ファージDNAの調製は、Maniatisらの方法94）に準じて行った。
2）pTZ18UまたはpTZ19Uへのサブクローニング
精製したファージDNAを制限酵素EcoRIで切断後、インサートDNAを
3．5％ポリアクリルアミドゲルでTBEバッファー（89mM Tris－borate，2．5mM
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EDTA）中電気泳動し、エチジウムブロマイド（0・5FLg／m11×TBE）染色し、
UVトランスイルミネークーで発色させ、’目的のDNAを含むゲルを切りだした。
ゲルからの回収は、Pcrbalの方法95）に準じて行った。すなわち、ゲルを適当
に粉砕後、溶出バッファー（0．5M NH4Ac，10mM MgCl2，0．1％EDTA，
0・1％SDS）中37℃で一晩放置した。バッファーからユタノーtjレ沈澱にてDNA
を回収した。次いでファ，ジインサートDNAをあらかじめEcoRIで切断し精製
しておいたpTZ18UまたはpTZ19Uへライゲーションした。ライゲーションに
は、ライゲーションキットを用い付属のマニュアルに従って行った。ライゲー
ション（通常は、16℃で30分間）後、Messingの塩化カルシウム法96）により
E・COliJMlOlコンビーテント細胞へのトランスフォーメ，ションを行った。
E．coliJMlOlコンビーテント細胞は、Messingの方法96）に準じて調製した細
胞を－80℃に貯蔵し必要に応じて解凍し用いJた。形質転換細胞をIPTG／X－gal法
94）にて確認し、シングルコロニーを拾いプラスミドDNAをアルカリ変性法94）
により抽出後、EcoRIで切断しエチジウムブロマイド（0．5〃g／ml）含有1％ア
ガロースゲルでTAEバッファー（40mM Tris－base，5mM酢酸ナトリウム，
1mM EDTA，PH7・6）中電気泳動LUVトランスイルミネ一夕ーで発色させ、目
的のDNAがサブクローニングされていることを確認した。
ダイデオキシ法による塩基配列の決定
3）プラスミドにサブクローニングされたDNAインサートをダイデオキシ法
72）にてその塩基配列を決定した。
ノーザンプロットおよびサザンプロット解析
1）ノーザンプロット解析
組織よりAGPC法97）にて全RNAを抽出した。30〃gの全RNAをホルムア
ルデヒドおよびホルムアミドで変性後、2．2Mホルムアルデヒド含有1・5％ア
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ガロースゲルで中性バッファー（50mM MOPS，5mM sodium acetate，1mM
EDTA，PH7・2）中電気泳動した後、RNAをキャビラリーブロッティング法94）
にてナイロン膜に転写した（20×SSCで20時間）。転写の終わったナイロン
膿をUVクロスリ　ンカーにて固定した。固定の終わったナイロン膜をハイブリ
バック中で、プレハイプリグイゼーション（65℃で一晩）、ハイプリグイゼ
ーション（65℃で16時間）を50％ホルムアミド，10×Denhaldt－S液，5×SSPE，
0．1％SDS溶液中で行った。SSPE液は、10×SSPE（1．8M NaCl，0．1M
SOdium phosphate pH7．5，10mM EDTA）として作製しておき、用時希釈し
て用いた。ナイロン膜は、2×SSC液を用い42。Cで15分間、2×SSC，
0．1％SDS液を用い42℃で30分間、0．1×SSC液を用い42℃で10分間の洗浄を
行ったのちフルオログラフイーを行った。
2）サザンプロット解析
組織からManiatisらの方法94）に準じてDNAを分離した。DNAを各々の
制限酵素で切断し、フェノールークロロホ．ルム（1：1）、次いでクロロホルム
抽出を行い、エタノール沈毅にて回収した。そして20〃gのDNAを0．8％アガ
ロースゲルでTAEバッファー中電気泳動した。電気泳動後、ゲルをゲル容量の
約10倍の溶液を用いてアルカリ変性処理を行い、中和した後、ナイロン膜に
キャビラリーブロッティング94）した（20×SSCで20時間）。転写の終わった
ナイロン膜をUVクロスリンカーにて固定した。固定の終わったナイロン膜を
ハイブリバック中で、プレハイプリグイゼーション（65℃で一晩）、ハイプ
リグイゼ，ション（42℃で16時間）を50％ホルムアミド，10×Denhaldtls液，
5×SSC，0．1％SDS溶液中で行った。ナイロン膜は、2×SSC液を用い42℃で
15分間、2×SSC，0．1％SDS液を用い42℃で30分間、0・2×SSC液を用い42℃
で10分間の洗浄を行ったのちフルオログラフイーを行った。
大腸菌での部分発現
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PTTQ18は、taCプロモーターをもつ大腸菌の発現ベクターである。
219H－EcoRIをpTTQ18DNAにEcoRIで方向を合わせて挿入した（pTTQ18：
219H－EcoRI）。大腸菌JM109をpTTQ18とpTTQ18：219H－EcoRIで形質転換
させた。IPTGにより、たんばく質を誘導した。
疎水性モーメントの計算
疎水性モーメント（hydrophobicmoment）は、Eisenbergらの式と定数
102・103）を用いて計算した（式1）（表III）。また、疎水性（hydrophobicity）
は式2を用いて計算した。
＜甚H＞＝
匝sin可2十［曇cos（6可
11
11
∑Hn
n＝1
＜H＞＝　＿＿＿　　一
11
但、6＝100
（式1）
（式2）
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表III
An inoacid
Ei泡 al・
Slde－Chaln COnSCnSuShydrophobicity
A堰（R） －2．53
Lys（K） －1．50
Asp（D） －0．90
Gln（Q） －0．85
Asn（N） －0．78
Glu（E） －0．74
His（H） －0．40
Ser（S） －0．18
11r（¶ －0．05
Pro（P） 0．12
Tyr（Y） 0．26
Cys（C） 0．29
G】y（G） 0．48
〟a（A） 0．62
Met（M） 0．64
T甲（W） 0．81
bu（り 1．06
Va】（Ⅴ） 1．08
Phe（F） 1．19
Ile（I） 1．38
その他
基本操作やその他試薬の調製は、Maniatisら94）またはPerba195）のマニ
ュアルにしたがって行った。
第3節　第4章付属実験
動物、試薬
Wistar系雄性ラットを7週齢で、東北大学付属動物実験施設マウスセンタ
ーより購入した。ネンブタール注射液（大日本製薬）、P5S】メチオニン，
エンバンサー（Amersham）、ヘミン（Sigma）、T7RNAポリメラーゼ，
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兎網状赤血ライゼート（Promega），BCAたんばく質定量アッセイキット
（Pearce）を用いた。
1月VJけ0トランスクリプション用ベクターの調製
△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼcDNAをT7RNAポリメラーゼプロ
モーターの下流に構築した。すなわち、AIS219－2インサートDNAのうち
EcoRIで切断される0・8kbpの断片（219H－EcoRI）と0．5kbpの断片（219L－
EcoRI）をそれぞれpTZ19Uベクターにサブクローニングした。つぎに219H－
EcoRIをKpnIで切断しその大きな断片である219HKl－EcoRI－KpnIをpTZ18R
のEcoRI－KpnIサイトへ挿入した（pTZ18R：219HKl）。また、小さな断片で
ある219HK2－EcoRI－KpnI断片をpGEM－7Zf（－）のEcoRI－KpnIサイトへ挿入し
た（pGEM－7Zf（－）：219HK2）。ついで、PTZ18R：219HKlのEcoRIサイトに
219L－EcoRI断片を方向を合わせて挿入した（pTZ18R：219L→219HKl）。次
いで、PTZ18R：219L→219HKlのKpnI－XbaIサイトにPGEM－7Zf（－）：219HK2
から得たXbaI－KpnI断片を挿入した（pTZ18R：ECI7）。構築したプラスミド
は、T7RNAポリメラーゼの下流に△3，△2－エノイルーCoAイソメラーゼ
CDNAが挿入されている（図20）。
1月Ⅴ血0トランスクリプションと元「目上mトランスレーション
PTZ18R：ECI7DNAを精製し、制限酵素HindIIIで切断後、フェノールー
クロロホルム、クロロホルム抽出後、エタノール沈澱にて回収した。リニア一
にしたDNAを基質としてノ刀γ山千Oトランスクリプションを行った。操作は、
Promcgaのマニュアル101）に従って行った。合成したmRNAを熱変性後（65℃
で15分間）、急冷し1月γ山0トランスレーション反応101）に付した。反応液は、
－80℃で使用時まで保存した。
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図20　pTZ18R：ECI7の作成
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i T7promoter
詣　SP6promoter
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ラットの肝臓からのミトコンドリアの調製
ネンブタール麻酔下、肝臓を0．85％lNaCl溶液で潅流した。肝臓を摘出
し、5倍量のホモジネート用バッファ．－（0．25Mスクロース，1mM EDTA，
10mM Tris－HCl（pH7．2））にてDounce型のホモジナイザーでホモジナイズし
た（1000rpmx5ストローク）。その後、分別遠心法61）にてミトコンドリアを
得た。
ミトコンドリアへのノ月Vlけ0移行実験
ノ刀Ⅴ山0移行実験は、Neupertらの方法84）に準じて行った。△3，△2－エノ
イルーCoAイソメラーゼ前駆体を含むノ刀Vlけ0トランスレーション反応液（10
〃D　をミトコンドリアと25℃でインキュベートした。標準的な移行反応液の
組成は、3％BSA，70mM KCl，220mMスクロース，2．5mM MgC12，3〃M
hemin，1mMメチオニン，10mM MOPS－KOH（pH7．2）であり、100FLlの反応
液で行った。各々の時間でインキュベートした後、反応液の半分（50〟1）を
すばやく0℃にし、プロティナーゼK（最終濃度20／Jg！ml）を加え30分間イン
キュベートした。次いで1mM PMSFを含むSEMバッファー（0．25Mスクロー
ス，2mM EDTA，10mM MOPS－KOH（pH7．2））にて希釈後遠心（15，000×g，
12分間、40C）によりミトコンドリアを回収した。インポート反応液の残りの
50／日は、そのまま、すばやく遠心（15，000×g，12分間、4℃）にて回収した。
ミトコンドリアは、氷冷したSEMバッファーで2回洗浄後1×SDS－PAGEサン
プルバッファーで可溶化させたのちSDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動に
付した。電気泳動の終わったゲルをエンバンサー処理した後、乾燥し、フルオ
ログラフイーを行った（図21）。
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Mjtechondria(100μg}
Procursor(10μ1,lysa量e)
25℃,0,2,10,30min
2mMPMSF!SEMbufferPro量oinaseK(10μ9)
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図21前 駆 体 の ラ ッ トの肝 臓 の ミ トコ ン ドリア へ の 移 行 実 験
た ん ぱ く質 定 量
BCA法98)にて 行 っ た 。
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